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(§) Verfahren zur photolithographischen Herstellung von DNA, PNA und Protein Chips 
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Beschreibung 
Stand dcr Technik 

Als DNA-Chips werden Oberflachen bezeichnet, welche 5 
auf kleinster Flache cine grofie Anzahl verschicdener DNA 
Molckiilc fixicrt odcr synthctisicrt wcrdcn. Von jcdc bclicbi- 
gen Punkt eines solchen Chips ist in der Regel bekannt, wel- 
che DNA sich an diesem befindeL Einc wichdge Klasse die- 
ser Chips ist dadurch gekennzeichnet, dafi kurze Sequenzen, 1 0 
sogenannte Oligonukleotidc in situ anf der Chip-Oberflache 
synthensiert werden. Dadurch wird die Zahl der notwendi- 
gen chemischen Reaktionsschritte, die anderenfalls zur Syn- 
thase riesiger Zahlen von verschiedenen Sequenzen notwen- 
dig waren erheblich eingeschrankt. *5 

DNA-Chips konnen auf mehrere Arten hergestellt wer- 
den. Die eiofacbste aber teuerste und aufwendigste ist das 
Aufbringen vorher syntheusierter Molektile mitlels Pippe- 
tieranlagen. Solche Methoden werden in Zukunfl wahr- 
scheinlicb nicht konkurrenzfaliig seia 20 

Methoden, die sich die oben genannten \forteile der in situ 
Synthese zunutze machen lassen sich in rein chemische und 
photoiithographische Verfahren unterteilen. Chemische \fer- 
fahren beruhen auf deni Aufbringen der zur Oligonukleotid- 
synthese notwendigen Losungen mittels aufwendiger Pippe- 25 
ticranlagcn. Dahcr sind dicsc zwar cincr konvcntioncilcn 
(nicht in situ) Synthese hinsichtlich Geschwindigkeit und 
Kosteneffizienz Uberiegen, konnen aber bei weitem nicht 
mit den Mtfglichkeiten der photoiithographischen Synthe- 
senkontoirrieren, 30 

FUr die chemische Synthese von Oligonukleouden wer- 
den Nukleoddbansteine eingesetzt welche zwei Arten von 
Schutzgruppen tragen. Einorscits solche Schutzgruppen, die 
Funktionalitaten der Basen schutzen, und andercrscits eine 
anders geartete Schutzgruppe, welche ledigiich die Ketten- 35 
veriangerung urn einen einzigen Baustcin zulaBt Die Ab- 
spaltung, dieser letzten Schutzgruppe ist wesentlich fiir die 
in situ Synthese. Bs mussen an extrem vielen Punklen einer 
Matrix spezifisch Schutzgruppen quantitativ abgespalten 
werden, ohne an den anderen Punkten eine solche Abspal- 40 
tung zu vcrursachcn. Chemische Methoden stoficn dabci 
sehr schnell an die Grenze der AuflOsung der Pippetiersy- 
steme. Die einzelnen Tropfen, die anfgetragen werden sind 
zu groB und uberlappen ab einer bestimmten Dichte. 

Daher werden fur DNA-Chips hoher Dichte heute photo- 45 
lithographische Synthesewege gewahlL Dabei sind die 
Schutzgruppen der Nukleotidbausteine photochemiscb ab- 
spaltbar. Durch Bestrahlung einzelner Punkte der Synthese- 
oberflache kann die Kettenvedangerung spezifisch nur an 
diesen Punkten ausgelOst werden. Zwei Vfcgz sind gangbar 50 
eine grofie Auflosung und darrdt Belegungsdichte auf sol- 
chen Oberflachen zu erreichen. Zum einen wird jeder ein- 
zelne Punkt einer Oberllflche einzeln mil einem Lichlslrahl 
- zum Beispiel einem Laser - angesteuert und so die Schutz- 
gruppen der Nukleotidketten nur an den angestrahlten Punk- 55 
ten entschutzt werden. Die notwendige Bestrahlungsdauer 
ist aber so iang, dafi diese Verfahren noch zu zeitaufwendig 
sind. AuBerdem wird DNA durch LaserbeschuB zerstort 
Die moglicherweise Zehntausende von Punkten mUssen 
nachcinandcr angesteuert wcrdcn. Moglich warcn auch 60 
komplexe zum Beispiel Spiegelmechanismen, welche viele 
Punkte gleichzeitig ansteuern. Solche Vorrichtungen sind 
aber zur Zeit nicht erhaltlich. 

Die zweite und heute gebrauchlichste Methode ist cs, 
Masken zwischen der Chip-Oberflache und einer lichl- 65 
quelle zu installieren. In jedem Syntbeseschritt wird so das 
Licht der Lichtquelle nur an den Punkten zur Chip-Oberfla- 
che durch gelassen, an denen eine Entschiitzung stattfinden 
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soLL Daher koonen prakhscb beliebig viele Reaktionen par- 
allel durchgefuhrt werden. Bei vier Nukleotidbausteinen 
mtlssen also fur eine Veriangerung ailer Oligonukleoude urn 
ein Nukleodd Yier verschiedene Masken sequentiell tlber 
der Oberflache posihoniert werden. Um also eine Lange ai- 
ler Oligonukleotide Yon zum Beispiel 30 Nukleotideinheiten 
zu erreichen mussen 120 Masken hergestellt wcrdcn und 
nacheinander extrem genau tiber der Oberflache posidoniert 
werden. 

Nachtcile des Standcs der Technik 

Je groBer die Auflosung des Chips, des to schwieriger ist 
die Positionlerung der Masken iiber der Oberflache. Extrem 
aufwendige Technologie ist dafur erfbrdedich. 

Die Herstellungskosten von DNA-Chips liegen daher bei 
einigen Hunderttausend Mark. AuBerdem, je mehr einzelne 
Punkte auf einem solchen Chip synthetisiert werden soli en, 
desto aufwendiger wird die Herstellung der Masken. Iin 
Prinzip kann heute ein solcher Chip deswegen nur in eigens 
konstruierten Fabriken hergestellt werden. Voraussetzimg 
zur Herstellung solcher Chips ist auch die Installation oiler 
dafur notwendigen GeraMe in staubfireien Reinraumen. Es 
besteht aber ein erheblicher Markt an solchen Chips, die von 
Hrmen und Laboratorien auf ad hoc Basis selber entworfen 
und hergestellt wcrdcn konnc. Dies vcrbictct sich nach dem 
Stand der Technik. 

Anfgabenstellung 

Das vorgeschlagene erfindungsgemflBe Verfahren soli es 
ermoglichen in Zukunfl: auf die Etablierung eigener Fabri- 
ken fiir die Herstellung von DNA und PNA- Chips verzich- 
ten zu konnen. Das Verfahren soil den aufwendigsten Schritt 
der Chipherstellung, die Herstellung und Positionierung der 
Masken Oberflussig machen. AuBerdem soli auf Reinraume 
verzichtet werden konnen, die Synthese also in jedem Labor 
inoglich werden. 

Losung der Aufgabenstellung 

Das erfindungsgemaBe Verfahren lOst die gestellte Auf- 
gahe auf vdllig neuartige Art undWeise durch Kombination 
kommerziell erhaltlicher Komponenten. Im Vergleich zu 
heute modemen Verfahren verbilligt sich daher die Synthese 
von DNA- und PNA- Chips um mehrere GrSBenordnungen. 
Die Monopolstellung eirriger weniger groBer Fabriken kann 
so gebrochen werden und die Herstellung von kostengunsti- 
gen DNA-Chips der Allgemeinheit zuganglich gemacht 
werden. 

Das grundlegende Konzept des Verfahrens ist die an sich 
bekannte Tatsache, daS Flussigkristall-Matrixen als dyna- 
misch ansteuerbare photoiithographische Masken verwen- 
det werden konnen (Bertsch et aL, J. Photochem. & Photo- 
bioL 107, 275-281 (1997)). Diese Technik ist aUerdings 
noch nie auf dem Gebiet der Synthese von biochemischen 
Polymeren auf Oberflachen eingesetzt oder diskutiert wor- 
den. 

Unser Verfahren eliminiert die Notwendigkeit sehr viele 
verschiedene photoiithographische Masken hcrzustcllcn. 
Das von uns benutzte Flilssigkristallgitter ist durch aufge- 
dampfte Transistoren an jedem Punki der Matrix ansteuer- 
bar. Die Auflosung der herzustellenden Chips ist daher nur 
durch die Zahl der einzeln ansteuerbaren Zellcn des Flusstg- 
kristalls abhangig. Jede Maske wird also anstelle einer phy- 
sikaliscben Anordnung von Lochem in einer lichtundurch- 
lassigen Oberflache durch die rein elektronische Ansteue- 
rung der einzelnen Zellen erreicht Die Auflosung der 
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Masks - (lurch die murimale (irofic der einzelnen Zellen li- 
mitiert - kann dadiirch praktisch unendlich gesteigert wer- 
den, daB eine groBere Rus&igkri stall matrix Yerwecdet wird 
als der letztcndliche Chip. Das licht, welches durch diese 
giofie dynamische Maske failt kann dann hinter dieser dnrcb 
optische Linsen auf die Oberfiache teieskopiert werden. 
Durch dicsc Tcchnik kann auch der sonst crfolgcndc Aus- 
bleicheffekt der Rttssigkristalle verhindert werden; Weniger 
Licht fallt pro FlMche auf die FWssigkristalle, als hinter die- 
ser fiir die EntschUtzung auf der Chip-Oberftache benotigt 
wird. 

Ans telle des nach dem Stand der Technik notwendigen 
Austauschens von Masken nach jedem Syntheseschritt wird 
im erfindungsgemafien \ferfahrcn einfach nur die Ansteue- 
rung des Fills si gkris talis vom Computer geandert Zwischen 
den Entschtltzungen liegen bei der Synthese chemische 
Schritte, fiir welche keine Lichtenergie notwendig ist Dies 
findet auch innerhalb der verfahrensgemafien Vorrichtung 
siaU, ohne daB die Bewegung des Chips oder der Maske not- 
wendig ware. Durch die starre Anordnung und extrem pra> 
zise Position! erung von Chip, Maske und Lichtquelle, wer- 
den rnechanische Probleme wie die nach dem Stand der 
Technik oft norwendige Neupositionierung vermleden. Eine 
verfahrensgemaBe Vorrichtung kann also mechanisch sehr 
einfach ausgelegt sein. 

Tcchnisch zcichnct sich cine cxnndungsgcmafic \brrich- 
tung dadurch aus, daB CMp-Rohlinge hergestellt werden, 
welche entweder chemisch aktivierbare Oberflachen (an 
welche ein behebiger Nukleotidbaustein gekoppelt werden 
kann) aurweisen oder schon mit geschiitzten, photoche- 30 
misch abspaltbaren Molekiilen belegt sind. Solcbe Molekule 
kSnnen rum Beispiel direkt einzelne Nukleotide oder PNA 
Bausteine darstellen, welche in der Produktion gleichmafiig 
auf der Oberfiache angehracht worden sind. Eine wesentli- 
che Eigenschaft dieser Rohlinge ist deren Verpackung. 
Diese werden unter Reinbedingungen verschmutzungsfrei 
hergestellt und so Yerpackt, dafi sie auf eine Art und Weise 
in die Vorrichtung eingefiihrt werden k8nnen, die jeden 
Kontakt mit einer nicht gefilterten "normalon" Laborumge- 
bung ermoglicht. Zurn Beispiel kann eine solche Verpak- 40 
kung mit cincr dnrchstoBbarcn Folic vcrsicgclt werden. Eine 
derart verpackter Rohling kann durch eine Dichtnng in die 
Vorrichtung eingeschoben werden, wobei der eigentliche 
Rohling aus der Verpackung herausgedriickt wird, die Folie 
durchstoBt und dann in der eigentlichen \brrichtung einra- 45 
stet (Fig. 1). Damit ist die genaue und unYerrtickbare Posi- 
tionierung des Rohlings wahrend alien weiteren Schritien 
gesichert AuBerdem wird Verschrnutzung ausgeschlossen. 

Nach dem Eihrasten kommt ein solcher Rohling unter- 
halb der Rttssigkristallmatrix zu liegen. Der RohHng bildet so 
so den Bo den, die untere Elektrodenplatte der RQssigkri- 
stallmatrix die Decke eines sehr kleinen Hoblraumes, der 
auch an den Seiten abgedichtet ist. tiber inehrere Zuleilun- 



nicht spezifisch zur Fbotoentschiitzung beitragen konnen 
durch diese Schichten oder andere Teile der Optik absorbiert 
werden. Besoaders kurzwelligen ultraviolettes Licht wird 
durch diese Schichten absorbiert Dieses zerstort DNA. Die 
eine Schicht Material wirkt dabel auch als Hektrode. Auf 
die andere Schicht werden in der Art Leitungen geiegt, daB 
die gesamtc Matrix definiert durch Zcllcn, die cinzcln clck- 
trisch ansteuerbar sind in ein enges Gitter von Punkten un- 
tcrteilt ist. Elektrische Anregung fiihrt zu einer Ausrichtung 
der Riissigkristalle nur an den definierten Punkten. Dort 
wird dann licht absorbiert. Andererseits ist es aber auch 
moglich, das nur die angeregten Punkte ftlr licht einer be- 
stimmten Welleulange durchiassig werden. Beide Varianten 
sollen also geschiltzt werden. Im Prinzip kann die Fliissig- 
kristallrnatrix genau die Grofle der darunterliegenden Chip- 
Oberflache haben. Dann muB Licht mit einem verhaltnisma- 
Big parallelen Strahlengang durch eine einfache Lichtquelle 
auf die Matrix gestrahlt werden. Die Rusagkristallrnatrix 
kann aber auch beliebig grOBer sein, als die beslrahlbe Ober- 
flache. In diesem Fall muB zwischen Matrix und Chip eine 
Optik eingefUhrt werden, welche das durchscheinende T ,icht 
btindelt. Die Vbrteile einer solchen Anordnung sind, dafi die 
pro Rache auf die Matrix einwirkende Energie geringer 
wird als auf der Chip-Oberftache. Damit kann der problema- 
tische Effekt vermieden werden, welcher bei dauerbafter 
Bcstrahlung die Abscirptionsfahigkcit der FUissigkristallc 
schrnalert AuBerdem kann die Zahl der einzelnen Punkte 
auf der Chip-Oberflache praktisch beliebig gesteigert wer- 
den (Fig. 2). 

Die letzte wesentliche Eigenschaft die beschriebenen Ver- 
fahrensweise liegt in den Algorithmen, welche zur Ansteue- 
rung des Rusagkristallrnatrix verwendet werden. Eine nach 
dem erfindungsgemafien Verfahren ausgelegte Vorrichtung 
kann von der Eingabe einer oder vieler Sequenzen, welche 
35 durch Hybridisierung einer Ziel-DNA mit dem Chip getestet 
werden sollen, selbstandig operieren. Die Datenverarbei- 
tung kann aus den eingegebenen Sequenzen selbstandig die 
zu synthetisierenden Oligonukleotide errechneo und die Ab- 
folge der zu deren Synthese notwendigen Masken berecb- 
nen. Diese werden dann, koordiniert mit den verschiedenen 
chcmischcn Rcaktionsschrittcn vollautomatisch wahrend 
der Synthese durch das Muster der in den einzelnen Ent- 
schtttzungsschritten an die Matrix angelegten Spannungen 
umgesetzt 

Tm Prinzip kann auch cin Detektor (zurn Beispiel eine 
CCD Kamera) in die Vorrichtung eingebaut werden. Diese 
kann dann nach einer Hybridisierung Signale an den einzel- 
nen Punkten der Chip-Oberftache registrieren und auswer- 
teiL 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren ist zum ersten 
Mai eine Methode geschaffen worden, welche ein billiges 
und schnelles Synthedsieren von DNA- oder PNA-Chips er- 
moglicht, deren Belegung mil Sequenzen vom eigentlichen 
Bediener individuell festgeiegt werden kann. Unser Verfah- 



gen werden chemische Losungen in diesen Hohlraum einge- 
fiihrt und dieser auch luft- oder gasgetrocknet werden. Die 55 ren revolutioniert die Technologie der DNA-Chips von 
Decke des Hohlraumes kann aber auch durch eine andere Grund auf. 
FLache als direkt einer der Bestandteile der Rtissigkristall- 
anzeige sein. Zum Beispiel kann dieser aus einem letzten 
Teil der Optik bestehen, welche das durch die verschiedenen 
Zcllcn des Fltissigkris tails durchgclasscnc Licht fokussic- €0 
ren. 

Das im Anspruch beschriebene Verfahren soli aber auch 
andere technische Ausfuhrungen einschliefien. 

Die nUssigkristallmatrix selbcr besteht in an sich bckan ti- 
ter Art und Weise aus RDssigkristallen, welcher zwischen 65 
zwei planen Schichten eines solchen Materials eingeschlos- 
sen werden, welches fur die fur die Entschiitzung wesentli- 
chen Wellenlangen durchiassig ist Wcllenlangen, welche 



Patentanspriiche 

Verfahren zur photolithographischcn HcrstcUung von 
Oligcnukleotiden auf zweidimensionaien Matrixen zur 
Produktion von sogenannten DNA-, PNA oder Protein- 
Chips, dadurch gekennzeichnet, daB als photolitho- 
grafische Maske eine dynamisch ansteuerbare RUssig- 
kristallmaske verwendet wird. 
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